































ンとプロモーターを欠いた retrocopies を生成する。さらに、retrocopies の中でも CDS
を保持している retrogenes が見出され、さらに哺乳類とショウジョウバエはその多く
を有しているということが明らかになっている。祖先遺伝子 mRNA を鋳型とした








れている。その配列は 1 番染色体上に隣接して存在する 2 つの遺伝子 (PIP5K1A : リ
ン脂質キナーゼ, S5a : 26S プロテアソームサブユニット) が転写終結点の読み過ごし
により、タンデムに連結し mRNA に転写され、LINE1 の転移機構によるレトロ転移
により 10 番染色体に挿入されて誕生したと考えられている。タンパクコーディング領
域 (CDS)はチンパンジーとオランウータンで完全に保存されており、ヒトにおいては






 PIPSL に関して既知のことは、ヒトとチンパンジーの精巣で強い RNA 発現を示す
ことと PIPSL タンパク質の一部が発見されていることである。そこで、類人猿で最も
早くに分岐したギボン (シロテテナガザル) の精巣組織を用いて RT-PCR を行い、内
在性 PIPSL RNA を検出した。ポジティブコントロールにはチンパンジーの精巣を用
いた。これにより、ヒト、チンパンジーとギボンの 3 系統で内在性 PIPSL RNA が発
現していることを確認した。また、PIPSL 上流領域配列のプロモーター活性を調べる
ために、ヒトゲノム DNA を用いてレポーターアッセイを行った。PIPSL が精巣で特
に発現が高いことを踏まえて、ヒト精巣がん由来細胞株 NEC8 と、プロモーターとし
て他の組織で転写活性があることを確認するために、ヒト肝がん由来細胞株 HepG2 と
ヒト子宮頸がん由来細胞株 HeLa を使って実験を行った。PIPSL の PIP5K1A 由来配
列と PIPSL が挿入される以前から存在する複数の因子を含む PIPSL 上流約 600 bp の
配列の転写活性を調べた。PIPSL 上流領域には、ヒトとチンパンジーとゴリラの共通
祖先で誕生したと考えられる TATA 様配列 (TATAAA) が存在する。4 領域の転写活
性を測定した(1 : 実験対象領域全長、2 : TATA 様配列、3 : 起源遺伝子 PIP5K1A と
同じ配列 (TGTAAA) に置換した配列、4 : 起源遺伝子 PIP5K1A の上流領域の部分配
列)。置換した配列の活性は全長領域の転写活性より有意に減少した。この結果から、
PIPSL 転写に重要なのはこの TATA 様配列である可能性が高まった。さらに、公開さ
れている RNA-seq データ (ヒトとオランウータンの精巣) とギボン精巣 (シロテテナ
ガザル) を用いた RNA-seq データの解析を行なった。ギボンのデータは公開データベ
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ると考えられている(Brosius 1999, Wang 2004, Casola and Betran 2017, Kubiak 
and Makalowska 2017)。しかし、その詳細なメカニズムや生物学的な機能は未
だ明らかになっていない。 
 プロセス型偽遺伝子は mRNA を鋳型とした cDNA コピーがゲノムに挿入さ
れて誕生する(Vanin 1985, Weiner, Deininger et al. 1986)。特に哺乳類ゲノム
に大量に存在することが報告されている(Ohshima, Hattori et al. 2003, Zhang, 
Harrison et al. 2003, Abyzov, Iskow et al. 2013, Ewing, Ballinger et al. 2013, 
Schrider, Navarro et al. 2013, Zhang 2013, Kabza, Ciomborowska et al. 2014, 





図 1. プロセス型偽遺伝子 (Processed Pseudogene) の生成機構 
PG : Parental Gene, non-LTR : LINE1, RT : Reverse Transcriptase, EN : Endonuclease 










なっている(Matsui, Go et al. 2010, Zhang, Frankish et al. 2010)。 





et al. 2000, Douglas, Wilson et al. 2016)。しかし、近年増加している研究による
と、プロセス型偽遺伝子が獲得した制御因子によって転写されているという報
告があり(Harrison, Zheng et al. 2005, Sakai, Koyanagi et al. 2007, Sorourian, 
Kunte et al. 2014)、一部は新規のタンパク質をコードしている可能性がある
(Shashidharan, Michaelidis et al. 1994, Betran, Wang et al. 2002, Betran and 
Long 2003, Rosso, Marques et al. 2008, Parker, VonHoldt et al. 2009, Young, 
Menetrey et al. 2010, Ciomborowska, Rosikiewicz et al. 2013, Abdelsamad and 
Pecinka 2014)。他の偽遺伝子の一部は親遺伝子の発現制御に関与している
(Poliseno, Salmena et al. 2010, Cheetham, Gruhl et al. 2013, Ha, Song et al. 2014, 
Hirano, Iwasaki et al. 2014)。また、レトロ遺伝子が獲得したプロモーターにつ
いて、いくつかのパターンが存在することを明らかにした報告もある(Carelli, 
Hayakawa et al. 2016)。 
 PIPSL は特異なメカニズムを経て誕生したと考えられている。PIPSL は異な
る遺伝子 (PIP5K1A : Gene ID : 8394 と PSMD4 : Gene ID : 5710) の機能ドメ
インが RNA レベルで融合し、生じたキメラ mRNA(Akiva, Toporik et al. 2006)




親遺伝子である PIP5K1A は phosphatidylinositol 4-phosphate (PtdIns4P) を
リン酸化し、phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PtdIns(4,5)P2) を生成す
るリン脂質キナーゼである。あらゆる組織で発現しており、神経系と生殖系の
臓器において発現が特に高い (Hasegawa H, et al. 2012)。PSMD4 はユビキチ
ン化タンパク質を分解する 26S プロテアソームである。PSMD4 は HGNC 
(HUGO Gene Nomenclature Committee) における名称であり、統一名称は
Rpn10、ヒト別称は S5a である。 
親遺伝子と異なる細胞局在であり、非常に弱いキナーゼ活性である一方で、
細胞のユビキチン化タンパクに有意な親和性を示すキメラタンパクをコードし
ている(Babushok, Ohshima et al. 2007)。PIPSL 配列は現存のヒト上科霊長類
の共通祖先ゲノムで誕生し(Ohshima and Igarashi 2010)、その遺伝子座はヒト
集団で保存されておりアミノ酸変化を伴う新規ハプロタイプを有している
(Ohshima and Igarashi 2010)。 
 先行研究において、ヒトとチンパンジーの精巣で、PIPSL RNA の高い発現を
確認している(Babushok, Ohshima et al. 2007, Zhang, Lu et al. 2009)。しかしな
がら、PIPSL の部分的なアミノ酸配列がプロテオームデータベースで入手可能
にもかかわらず(Ohshima and Igarashi 2010)、完全な PIPSL タンパクは検出さ









1-2 ヒト上科霊長類 5 系統における PIPSL 進化様式 
 PIPSL はヒト上科霊長類の共通祖先で生成された後、各系統で独自の配列進
化を経て今に至る。ヒトは PIPSL 配列前半に当たる PIP5K1A 由来領域の第 1
と第 2 開始コドンの間にフレームシフトが生じている。後半の S5a (PSDM4) 
由来領域に変異は見られない。チンパンジーとオランウータンは融合構造を完
全に保持しており、有害変異はない。ゴリラは両領域  (PIP5K1A と S5a 
(PSMD4) に有害変異を蓄積しており、タンパク機能は失活していると推測さ
れる。ギボンは PIP5K1A 由来領域に有害変異を蓄積しているが S5a (PSMD4) 
由来領域は完全に保存されている(Ohshima and Igarashi 2010)(図 2)。 
 
図 2. PIPSL 配列の保存性 
 PIP5K : PIP5K1A (リン脂質キナーゼ) の exon1～13 に由来する配列 
 S5a : PSMD4/S5a (26S プロテアソームサブユニット) の exon2～10 に由来する配列 
 ヒト：他の生物種より約 100 塩基下流から翻訳開始 
 チンパンジー、オランウータン：融合構造完全保存 
 ゴリラ：2 つの起源遺伝子に由来する領域にナンセンス変異とフレームシフト有 
 ギボン：S5a (PSMD4) 由来領域のみ保存 
















図 3. S5a 由来領域の分子系統樹と塩基置換様式 
 各種 PIPSL は S5a 由来領域における非同義置換と同義置換の比を示し、PIPSL の記載 
がない種名の枝は親遺伝子である PSMD4/S5a の非同義置換と同義置換の比を示す。 





1-3 PIPSL の翻訳 
 先行研究において、Renilla ルシフェラーゼレポーターコンストラクトの
Renilla Kozak 配列をヒト PIPSL 5’-UTR/Kozak 領域に置き換えて、転写及び
翻訳効率を測定した報告がある (Babushok et al., 2007)。PIP5K1A (起源遺伝
子) の翻訳効率を 100%としたとき、チンパンジーPIPSL の翻訳効率は 69.5%、 
図 4. PIPSL 翻訳効率 
(Babushok DV, et al., (2007)の図を改変) 
  
A : 











ヒト PIPSL の翻訳効率は 3.6%であることが明らかとなっている(図 4)。こ
れはヒトの PIPSL では、起源遺伝子に由来する ORF 開始直後にフレームシフ
トが生じているため、起源遺伝子と同じ開始コドンが使用できず第 2 開始コド
ンが使用される必要があるためと考えられている。また、PIPSL タンパク質の











図 5. 同定された PIPSL タンパク質の部分配列と起源遺伝子配列比較 










1-4 ヒト組織における PIPSL RNA の発現量 
 多様な生物種のレトロ遺伝子およびその親遺伝子の RNA-seq から得られた
発現プロファイルを格納したデータベースとして RetrogeneDB が知られてい
る (Kabza et al., 2014)。このデータベースからヒト PIPSL RNA の発現を確認
した。PIPSL は精巣で高い発現を示すことが報告されている (Bubushok et 
al., 2007)。精巣以外の他の組織でも PIPSL RNA が少量ながら発現しているこ
とが明らかになった (図 6)。ヒト組織における PIPSL と起源遺伝子 
(PIP5K1A および S5a) の発現量を比較した (表 1)。また、ヒト、チンパンジ
ー、ゴリラの PIPSL RNA の発現量を比較した (表 2)。PIPSL の RNA 量は起
源遺伝子の発現量を大きく下回っていた (表 1)。ヒト、チンパンジー、およ
びゴリラの間で PIPSL RNA の発現量を比較すると、先行研究の報告通りチン
パンジーPIPSL の発現量は、ヒト PIPSL の発現量を上回っていた (表 2)。各
系統における PIPSL の起源遺伝子である PIP5K1A と S5a の発現量を比較し
たところ、起源遺伝子は各系統で PIPSL よりも高い発現量を示した(表 3, 
4)(補足資料図 1-10)。 
 
図 6. ヒト組織における PIPSL RNA 発現量 
 RPM : Read Per Million (100 万本あたりの各遺伝子にマップされたリード数) 
(Kabza M et al., 2014) 






















表 1. ヒト精巣における PIPSL と親遺伝子との発現量比較 
遺伝子名 RPM[比率] 
PIPSL 3.79 [1.0] 
PIP5K1A 31.21 [8.2] 
S5a 47.31 [12.5] 
RPM[Human を基準にした比率] 
 
表 2. 各系統における PIPSL RNA 発現量比較 
生物種名 RPM[比率] 
Human 3.79 [1.0] 
Chimpanzee 23.66 [6.2] 




表 3. 各系統の PIP5K1A (親遺伝子) の発現量比較 
臓器 Human Chimpanzee Gorilla Orangutan 
心臓 14.32 [1.00] 5.32 [0.37] 0.33 [0.02] 6.17 [0.43] 
腎臓 17.8 [1.00] 13.8 [0.78] 0.85 [0.05] 9.0 [0.51] 
肝臓 8.4 [1.00] 7.31 [0.87] 0.4 [0.05] 7.6 [0.90] 
精巣 31.21 [1.00] 65.89 [2.1] 7.84 [0.25] データ無し 
RPM[Human を基準にした比率] 






表 4. 各系統の S5a (親遺伝子) の発現量比較 
臓器 Human Chimpanzee Gorilla Orangutan 
心臓 19.4 [1.00] 34.62 [1.68] データ無し 19.64 [1.01] 
腎臓 22.53 [1.00] 42.79 [1.90] データ無し 32.99 [1.46] 
肝臓 24.45 [1.00] 42.79 [1.75] データ無し 34.13 [1.40] 
精巣 47.31 [1.00] 218.98 [4.63] データ無し データ無し 
RPM[Human を基準にした比率] 








 精巣は他の組織に比べて RNA 発現に許容的であり、他の組織で転写される
遺伝子が精巣でも転写される現象 (転写産物の漏出) が起こりやすいと報告さ
れている (Schmidt, 1996)。しかしながら、精巣は偽遺伝子の発現に必ずしも
許容的ではないことが明らかとなっている (Zhang, 2009)。PIPSL はプロセス
型偽遺伝子と同じ機構でゲノムに挿入されて誕生しており、Zhang 等の結果
は PIPSL の転写も転写産物の漏出ではないことを示す報告である。また、同





表 5. Exon-array による偽遺伝子発現プロファイル 
A : 各組織での全偽遺伝子の発現強度の中央値 (発現の中央値より上を正の値、下を負の
値で示している。Log 比率) 
B : 対象組織で最も RNA 発現が多い偽遺伝子数 
C : EST との発現の相関関係を示す指標が 0.2 以上の偽遺伝子を用いた場合 
(Zhang et al., 2009) 
  
A B C 
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1-6 PIPSL 遺伝子周辺のゲノム構造 
 PIPSL の上流には PCLE1 遺伝子、下流には SLC35G1 遺伝子が存在してい
る (図.7)。PLCE1 はホスファチジルイノシトール-4, 5-二リン酸の加水分解
を触媒するホスホリパーゼ C である。加水分解の結果、細胞内 2 次メッセン
ジャーとして機能するイノシトール 1,4,5-三リン酸 (IP3) とジアシルグリセ
ロール (DAG) を生成する。SLC35G1 は基質トランスポーターをコードして
いる。PIPSL の起源遺伝子 PIP5K1A はホスファチジルイノシトール-4-リン
酸をリン酸化し、ホスファチジルイノシトール-4, 5-二リン酸を生じるキナー




図 7. PIPSL 周辺のゲノム構造 





図 8. Human PLCE1 発現プロファイル (RNA-seq data) 
 RPKM : Reads Per Kilobase of exon per Million mapped reads 
 取得したリードカウントデータに対して、総リード数による補正後、転写産物長による 
補正を行って得られるデータ (single-end read は RPKM、paired-end read は FPKM) 




図 9. Human SLC35G1 発現プロファイル (RNA-seq data) 
 RPKM : Reads Per Kilobase of exon per Million mapped reads 
 取得したリードカウントデータに対して、総リード数による補正後、転写産物長による 
補正を行って得られるデータ (single-end read は RPKM、paired-end read は FPKM) 




2-1 ヒト DNA 
 財団法人ヒューマンサイエンス振興財団ヒューマンサイエンス研究資源バン






とプライマーを用いて PCR 反応を行った。PCR 反応には TaKaRa 社 Tks Gflex 
DNA polymerase 及び付随する緩衝液を使用した。サーマルサイクラーは MJ 
Research 社 PTC-100 を用いた。反応終了後、Min Elute PCR Purification Kit 
(QIAGEN) を使用して PCR 産物の精製を行った。操作は付属のプロトコール
に従った。 
 
滅菌水   プログラム 
2×Gflex PCR Buffer (Mg2+, dNTP Plus) 25 l  1. 94℃, 1min 
dNTP mixture (2.5 mM each)  l  2. 98℃, 10sec 
Primer F (50 pmol / l) 0.5 l  3.  50℃, 15sec 
Primer R (50 pmol / l) 0.5 l  4.  68℃, 30sec 
Human Genomic DNA (200 ng)   5.  go to 2, for 35 cycles 
Tks Gflex DNA polymerase (1.25 units / l) 1 l  6.  4℃, ∞ 






増幅領域 プライマー名 配列 
95,721,300 5’_DNAtrans_F-2 5’-GACTAGTATCTCCTATTCGTTCTG-3’ 
95,722,124 3’_DNAtrans_R1 5’-TAAGAATTCTCCGGCTCTTCCTCTTC-3’ 
95,721,300 5’_DNAtrans_F-1 5’-GACTAGTACAGCAGGCATTTCATC-3’ 
95,722,082 3’_DNAtrans_R1 5’-TAAGAATTCTCCGGCTCTTCCTTCTTC-3’ 
95,721,876 5’_DNAtrans_F-2 5’-GACTAGTATCTCCTATTCGTTCTG-3’ 




ヒトゲノム (GRCh37/hg19) の 95,721,300～95,722,124 の配列をレポーター
アッセイに用いた。プライマーのペアは、5’_DNAtrans_F-2 primer と
3’_DNAtrans_R1 primer、5’_DNAtrans_F-1 と 3’_DNAtrans_R1、
5’_DNAtrasn_F-2 と 3’_DNAtrans_R2 である。 
 
2-2-2 制限酵素処理 
 最初に、制限酵素 SpeⅠ (TaKaRa 社) を使用し、以下に示す組成で制限酵素
処理を 37℃で 1 時間行った。同時にクローニングに用いるプラスミドベクター
として使用した pMCS-Gaussia – Dura Luc Vector (Thermo Fisher) も制限酵
素処理を行った。 
 
反応液組成 (PCR 産物) 
滅菌水  
10×M Buffer 2 l 
PCR 産物 ( < 1g)  
Spe Ⅰ (10 units / l) 1 l 






10×M Buffer 2 l 
pMCS-Gaussia – Dura Luc Vector (Thermo Fisher)  
Spe Ⅰ (10 units / l) 1 l 
Total 20 l 
 
 制限酵素反応液の入ったチューブを軽く遠心し、125 mM EDTA 2 l、100% 
EtOH 50 l、3M CH3COONa 2 l を加えてタッピングし、室温で 30 分置いた。
その後、13,000 rpm、4℃で 20 分間遠心し、上清を除いて 70% EtOH 100 l を
加え、13,000 rpm、4℃で 10 分間遠心し上清を除いた。13,000 rpm、4℃で 1 分
間遠心後、上清を完全に除き室温で 15 分間乾燥させ、TE Buffer 6 l を加えた。
続いて、制限酵素 EcoRⅠ (TaKaRa) を使用し、以下に示す組成で制限酵素処
理を 37℃で 1 時間行った。 
 
反応液組成 (PCR 産物) 
滅菌水  
10×H Buffer 1 l 
PCR 産物 ( < 1g)  
EcoR Ⅰ (15 units / l) 1 l 




10×H Buffer 1 l 
pMCS-Gaussia – Dura Luc Vector (Thermo Fisher)  
EcoR Ⅰ (15 units / l) 1 l 





 制限酵素反応液の入ったチューブを軽く遠心し、125 mM EDTA 1 l、100% 
EtOH 25 l、3M CH3COONa 1 l を加えてタッピングした。室温で 30 分間放
置後、13,000 rpm、4℃で 20 分間遠心した。上清を除き 70% EtOH 100 l を
加え、13,000 rpm、4℃で 10 分間遠心し上清を除いた。13,000 rpm、4℃で 1 分
間遠心後、上清を完全に除き室温で 15 乾燥させ、TE Buffer 4.5 l を加えた。 
 
2-2-3 Ligation 
 Ligation Kit <Mighty Mix> (TaKaRa 社) の Ligation Mix を使用し、以下の
組成で Ligation 反応を 16℃で 30 分間行った。vector には Thermo Fisher 社の
pMCS-Gaussia – Dura Luc Vector を使用した。 
 
pMCS – Gaussia – Dura Luc Vector 0.5 l 
Insert DNA 4.5 l 
Ligation Mix 5.0 l 
Total 10 l 
 
2-2-4 Transformation 
 TaKaRa 社 E. coli DH5α Competent Cells を氷上で融解し、穏やかに混和
した。Ligation 反応液を全量加え氷上で 30 分間放置した後、42℃で 45 秒ヒー
トショックを行った。氷上で 2 分間放置し、SOC 培地を 900 l 加え 37℃で 1
時間培養した。13,000 rpm、4℃で 2 分間遠心し上清を 900 l 除いた後、残り




 コロニーをつつき、L 液体培地 (Amp : 100 g / ml) を 5ml 入れた培養管に






2-3 PIPSL の発現解析 
2-3-1 細胞培養 
 本研究に用いたヒト精巣癌由来細胞株 NEC8 細胞は、ヒューマンサイエン
ス研究資源バンクより入手した (JCRB0250)。培地には GIBCO 社 RPMI 1640
に牛胎児血清 (FBS) を 10%添加したものを用いた。HeLa 細胞 P128 は伊藤
正恵教授 (長浜バイオ大学) より譲り受けた。培地には SIGMA 社 DMEM に
牛胎児血清 (FBS) 10%を添加したものを用いた。ヒト肝癌由来細胞株 HepG2
細胞は RIKEN Bio Resource Center, Cell Bank より入手した。培地には SIGMA
社 DMEM に牛胎児血清 (FBS) 10%添加したものを用いた。いずれの細胞も
37℃、CO2  5%で培養し、継代時にはトリプシン (Nakarai 社 0.05% - Trypsin 
/ 0.53 Mm – EDTA Solution) を用いて細胞を剥離した。 
 
2-3-2 Transfection 
 Transfection 前日に 24 穴プレートに 80%コンフルエントになるように細胞
を播種した。測定用プラスミドを 20 ng 分と内部補正用のコントロールプラス
ミドとして pCMV-Cypridina Luc Vector (Thermo Fisher 社)を 200 ng 分を培
養細胞に co-transfection した。トランスフェクションから 24 時間経過後、96
穴プレート中の 2 穴に 24 穴プレートの 1 穴に由来する培養上清 20 l を各々
分取した。Gaussia Luciferase Glow Assay Working Solution あるいは Cypridina 
Luciferase Glow Assay Working Solution を分取した 2 穴に 50 l ずつ加え、反
応させた。測定には Perkin Elmer 社の Fusion α-FP を用い、波長は 485 nm








図 10. Cypridina Luc および Gaussia Luc の基質スペクトル 
 
表 6. コントロールプラスミド 
プラスミドの種類 挿入配列の有無 測定値 (発光強度) 
Cypridina ― C0 
Gaussia – Dura ― G0 
 
表 7. 測定用プラスミド 
プラスミドの種類 挿入配列の有無 測定値 (発光強度) 
Cypridina ― C1 






表 8. 計算式および発光強度を用いて算出した計算値 
計算値 記号 計算式 











































2-4 チンパンジーRNA およびギボン RNA 
 RNA 抽出に用いたサンプル (精巣) は京都大学霊長類研究所および日本モ
ンキーパークより提供を受けた。抽出した Total RNA は RT-PCR と RNA-seq
解析に用いた。 
 
2-5 Total RNA 抽出 
 Total RNA 抽出には RNeasy Mini Kit (QIAGEN)を用いた。最初に、-80℃で
凍結保存した組織を 20 mg 切り出し、Buffer RLT を 350 l 添加して氷上で破
砕した。次に溶解液を 13,000 rpm で 3 分間遠心し、上清を新しいマイクロチ
ューブに移した。移した上清に等量の 70% EtOH を添加してピペッティングに
より混和した。RNeasy スピンカラムを 2ml コレクションチューブにセットし、
混和液をアプライして 10,000 rpm で 15 秒遠心後、ろ液を破棄した。次に
RNeasy スピンカラムに 500 l の Buffer RPE (100% EtOH 添加済) を添加し、
10,000 rpm で 15 秒遠心後、ろ液を破棄した。さらに RNeasy スピンカラムに
500 l の Buffer RPE を添加し、10,000 rpm で 2 分遠心した。最後に、RNeasy
スピンカラムを新しい 1.5ml コレクションチューブにセットし、RNase Free 
dH2O を 50 l 添加し、10,000 rpm で 1 分遠心して Total RNA を溶出した。 
 
2-6 RT-PCR 
 NEC8 を使った RT-PCR には、ヒトとチンパンジーを対象とした PIPSL RNA
の検出を目的としたプライマーを使用した (Babushok et al., 2009)。理論長は
ヒトにおいて 575bp である。 
 
図 11. RT-PCR で増幅する領域 
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ギボンの PIPSL RNA の検出には 5 系統全てに共通して使用できる RT-PCR プ
ライマーを使用した。ヒトにおける増幅領域は chr10 : 93,959,365 – 93,960,164 





RT-PCR-F-primer 5’ - GCCTTCTCCTTCCAAAAAAC - 3’ 
RT-PCR-R-primer 5’ - TGATGCGGATCTTGTGATTG - 3’ 
RT-PCR-F-primer(5 種) 5’ - GTCTGGCTCATCTTTCTCTCA - 3’ 
RT-PCR-R-primer(5 種) 5’ - CTTCACCAGCCAAAATCGGAA - 3’ 
GAPDH - F 5’ - TTCACCACCATGGAGAAGG - 3’ 
GAPDH - R 5’ - AGGGATGATGTTCTGGAGAG - 3’ 
PIP5K1A - F 5’ - GCCTTCTCCTTCCAAAAAGT - 3’ 
PIP5K1A - R 5’ - AAAATCCATACCACCCAACTCT - 3’ 
S5a - F 5’ - GAGGAGTTGTTGTTAGGCCGTC - 3’ 
S5a - R 5’ - TGATGCGCATCTTGTGATTC - 3’ 
 
 Prime Script High Fidelity RT-PCR kit (TaKaRa 社) を用いて、以下に示す
組成とプログラムで RT-PCR を行った。逆転写反応で Prime Script RTase を
加えたサンプルを RT+とし、代わりに RNase Free dH2O を加えたサンプルを
RT-とした。 
 
RNA 編成とアニーリング   プログラム 
dNTP Mixture (10 mM each) 1 l  1. 65℃, 5min 
Specific Primer (2 M) 1 l  2. 4℃ 
Template RNA (300 ng 分) 8 l   




逆転写反応      プログラム 
反応液 10 l  1. 50℃, 30 min 
5×Prime Script Buffer 4 l  2. 95℃, 5min 
RNase Inhibitor (40 U/ l) 0.5 l  3. 4℃ 
Prime Script RTase 0.5 l   
RNase Free dH2O 5 l   
Total 20 l   
PCR       プログラム 
PrimeSTAR Max Premix (2×) 25 l  1. 98℃, 10sec 
Primer-F (20 ) 0.5 l  2. 55℃, 5sec 
Primer-R (20 ) 0.5 l  3. 72℃, 1min 
逆転写反応液 5 l  4. go to 2, 30 cycles 
滅菌水   5. 4℃, ∞ 





2-7 RNA-seq 解析 (転写開始点候補推定) 
 公共データベース (NCBI, SRA) からヒト精巣の RNA sequencing データと
オランウータン精巣の RNA sequencing データを取得した。また、RT-PCR に
用いたギボン Total RNA (精巣)を使って RNA sequencing を行った。これらの
RNA sequencing read を使って RNA-seq 解析を行った。リファレンスゲノムに








得した RNA sequencing read からアダプター配列を除去し、read quality 30 
(Q30) 以上のリードのみを抽出した。これらのリードのみを使用し、Tophat2
を実行してそれぞれのリファレンスゲノムへのマッピングを行った。マッピン
グは 1read につき 2 塩基のミスマッチを許容した。得られた alignment データ






3-1 NEC8 内在性 PIPSL RNA 検出 (NEC8 : 睾丸由来奇形腫細胞) 
 NEC8 において、内在性 PIPSL RNA の有無を明らかにするために、RT-PCR
を行った。親遺伝子 PIP5K1A と S5a 由来配列の融合境界点を挟む様に設計し
たプライマーを用いて、575 nt と想定した理論長通りの増幅産物を得た (図 12)。
ネガティブコントロールである PIPSL (RT－) にバンドが検出されないことか
ら、この増幅産物が RNA 由来であると断定した。一方で、想定の 2 倍の長さ 
(約 1000 bp) になる増幅産物が同時に検出された (図 15, 補足資料図 11)。そ
のため、この増幅産物をクローニングし、塩基配列を決定した。この配列は、
半分が PIPSL  (10 番染色体) 由来配列でもう半分が 5 番染色体に相同性のあ
る配列が連結していた (補足資料図 12)。 
 
 図 12. NEC8 RT-PCR 
 赤枠で囲われた増幅産物が PIPSL に由来 
 ポジティブコントロール (GAPDH) や親遺伝子の当該領域の鎖長は次の通り 




3-2 シロテテナガザル精巣における PIPSL RNA 検出 
 類人猿は、ヒト、チンパンジー、ゴリラ、オランウータン、ギボンの 5 系統
が存在する。この 5 系統における内在性 PIPSL RNA は、ヒトとチンパンジー
の精巣で検出されている(Babushok, Ohshima et al. 2007)。本研究では、類人猿
で最も遠位のギボン (シロテテナガザル) の精巣を用いて、RT-PCR により内
在性 PIPSL RNA の検出を行った。 
コントロールとして用いたチンパンジーとほぼ同じ長さのバンドを検出した 
(図 13)。チンパンジーは PIPSL RNA の発現量が多いために、バンドが太く見
える。実験には total RNA を等量用いており、ギボン精巣において、内在性
PIPSL RNA はチンパンジーよりもその発現量が少ないことが明らかになった。 
 




3-3 RNA-seq 解析による転写開始点推定 





また PIPSL の配列は親遺伝子である PIP5K1A と相同性が高いため、マップさ
れたリードが PIPSL 配列であることは確認している(補足資料図 12-14)。 
 
図 14. 転写開始点候補の 3 系統比較 
配列の上段がギボン・中段がオランウータン・下段がヒトを示す。●は RNA sequencing read
の 5’末端を示す。▼は公共 DB に登録されているヒト PIPSL 転写開始点を示す。灰色の網掛




3-4 PIPSL 上流領域配列を用いたプロモーターアッセイ 




図 15. プロモーターアッセイに用いた PIPSL 上流全域 
図の左から Primate Conserved Elements (3 ヶ所) (①)、LINE2 (②)、LTR (MLT2A1) (③)、 
(TA)n、LTR (MLT2A1) (④)、LINE (LINE2) (⑤)、LTR (MSTB) (⑥)、 




図 16. Primate Conserved Elements における 4 塩基欠損 




3-4-2 PIPSL 転写開始点近傍領域のプロモーターアッセイ 
 PIPSL 上流領域のプロモーター活性を調べるために、睾丸由来奇形腫細胞株 
(NEC8) を含む 3 種の細胞株を用いて、レポーターアッセイを行った。調査し
た配列は PIPSL 転写開始点近傍領域に相当する配列 (DNA transposon, LINE, 
LTR, PIP5K1A 由来配列を含む) である。PIPSL の親遺伝子である PIP5K1A
由来配列は、本来の PIP5K1A 5’UTR 配列の部分配列である。PIP5K1A はあら
ゆる組織で恒常的に発現しており、そのプロモーター活性は高い。3 種全てに
おいて、non-promoter construct と比較して、この転写開始点近傍の領域がプ




図 17. PIPSL 上流領域配列のプロモーター活性 
コンストラクトの構造は左から LTR-LINE2-LTR-DNAtransposon-TSD-PIP5K1A 由来配





また、この領域の中で PIPSL から最も遠い LTR の有無で転写活性に違いが見
られた。HepG2 のみ LTR を含んだ全領域の場合、転写活性が上昇した。 
 
図 18. NEC8 を用いた PIPSL 転写開始点近傍における LTR 配列の影響 
 
 
図 19. HepG2 を用いた PIPSL 転写開始点近傍における LTR 配列の影響 
 
 






 PIPSL 上流領域に霊長類間で高度に保存された領域 (Primate Conserved 
Elements : PCEs) が存在していることを見出し、この領域を含む配列のプロ







図 21. NEC8 を用いた PCE 周辺配列のプロモーターアッセイ 
 
 










4-1 レトロ遺伝子 PIPSL が初期に獲得したプロモーター活性 
 近年、レトロ遺伝子に関して多様な生物種を対象に、数多くのレトロ遺伝子
に共通にみられる現象やメカニズムを報告する研究がある (Carelli FN, et al., 
2016)。次世代シークエンサーの登場により、数多くの生物種やサンプルを同
時に扱った大規模解析が可能になったためである。一方で、1 つのレトロ遺伝
子に関する研究報告は少ない (Parker H, et al., 2009)。 
PIPSL RNA 発現を調査したギボンは、類人猿の中で早くに分岐したヒトか




説を提案する (図 24C)。 
 
図 24. PIPSL のゲノム上の位置およびプロモーター活性早期獲得 
 






 本研究で、PIPSL の親遺伝子である PIP5K1A 5’UTR 由来の一部、および
いくつかの転移因子を含む領域について、ヒト培養細胞を用いたヒト PIPSL
上流配列のプロモーター活性を同定した。PIPSL 5’UTR 配列は PIP5K1A の
5’UTR 配列の一部に由来し、PIPSL の生成と同時に生じたものである。その
ため、PIP5K1A 5’UTR の 5’末端と PIP5K1A/PIPSL の開始コドンの間に、






の配列は LTR-レトロトランスポゾン (MLT2A1) LTR 配列の一部であり、
HepG2 のみで転写活性を高める効果を示した。したがって、この領域におけ
る反復配列は、細胞種で PIPSL 転写活性に異なる影響を及ぼし得る。類人猿
進化の過程で、ヒト PIPSL TSS 上流配列の一部が塩基置換 (TGT から TAT) 
したことにより、TATA-box 様配列 (TATAAA) が出現したことを見出し
た。この配列を有するのはヒト、チンパンジーとゴリラのみである。この
TATA-box 様配列は、ヒト PIPSL TSSs の幅広い分布の原因となった可能性が
ある。 
 
4-2 霊長類 PIPSL の機能に関する考察 
 本研究では、得られた結果をもとに、PIPSL 転写の早期獲得仮説を提案し
た。この仮説が正しければ、PIPSL 遺伝子は約 2000 万年間のヒト上科霊長類
の進化を通じて、その構造のみならず転写調節に関して保存されていることに
なる。それは、PIPSL の保存を促す機能的制約が存在することを強く示唆す
る。PIPSL の RNA 発現は証明されているが、全長の PIPSL タンパク質はこ
れまでのところ検出されていない (Babushok et al., 2007)。PIPSL 部分アミノ
酸配列がプロテオミクスデータベースに見られるのみである(Ohshima and 
Igarashi, 2010)。このため、PIPSL 産物に関する生物学的機能はいまだ明らか
ではない。しかし PIPSL の周辺領域の情報が、PIPSL 機能に有用な手かがり
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になる可能性がある (図 24A)。PIPSL は、ヒト第 10 番染色体において、ホ
スホリパーゼ Cε1 (PLCE1) に近接して位置する。PLCE1 は、ホスファチジ
ルイノシトール-4,5-ビスホスフェート(Ptdlns (4, 5) P2) の加水分解を触媒
し、2 つのセカンドメッセンジャー(イノシトール 1,4,5-トリホスフェートお
よびジアリルグリセロール)を生成する (図 24B) (Hachem et al., 2017)。
PIPSL の親遺伝子である PIP5K1A は、ホスファチジルイノシトール 4-リン
酸のリン酸化を触媒して Ptdlns (4, 5) P2 を形成するキナーゼをコードしてい




vitro では、ヒト PIPSL タンパク質の脂質キナーゼ活性が非常に弱く、細胞性
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図 2. ヒト各組織における S5a RNA 発現量 
 
図 3. チンパンジー各組織における PIPSL RNA 発現量 
 
 
図 4. ゴリラ各組織における PIPSL RNA 発現量 
 
 





図 6. チンパンジー各組織における PIP5k1A RNA 発現量 
 
 





図 8. ゴリラ各組織における PIP5K1A RNA 発現量 
 
 
図 9. オランウータン各組織における PIP5K1A RNA 発現量 
 
 





図 11. NEC8 細胞を用いた RT-PCR で検出した約 1000 bp の増幅産物 
PIPSL 由来配列と 5 番染色体に由来する配列が融合した配列構造。それぞれの由来配






図 12. NEC8 細胞を用いた RT-PCR で検出した約 1000 bp の増幅産物の塩基配列 





図 13. ヒト RNA-seq PIPSL 5’末端配列 
青枠の配列はゲノムにマップされたシークエンス配列 





図 14. オランウータン RNA-seq PIPSL 5’末端配列  
青枠の配列はゲノムにマップされたシークエンス配列 





図 15. ギボン RNA-seq PIPSL 5’末端配列 
青枠の配列はゲノムにマップされたシークエンス配列 






 指導教官である大島一彦准教授には、研究室に入った学部 4 年次から現在ま
で、未熟な筆者を辛抱強く指導して頂くと共に、大学院での研究活動をする機
会を与えてくださったことをこの場を借りて深くお礼申し上げます。 
 長浜バイオ大学の白井剛先生、斎藤修先生、山本博章先生には、研究に関す
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